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Hibridomas contra la toxina tetdnica, construidos con
linfocitos humanos tomados de donantes a diferentes
tiempos después del Booster in vivo

Al editor:

En un estudio reciente describimos el desarrollo de una Iinea celular (CB-F7) con alta efecti-
vidad como pareja de fusion para la creacion de hibridomas secretores de anticuerpos monoclo-
nales humanos (AcMh). Esta linea, derivada de un clon heterohibrido producido en una fusién
humano-raton, es sensible al HAT, resistente a la ouabaina v no secreta inmunoglobulinas
propias; con ella es posible producir hibridomas humano x (humano-raton) estables en su
secrecion de inmunoglobulinas especificas (Grunow ¢f al., 1987).

A pesar de que la alta eficiencia de generacion de hibridos que exhibe esta linea luego de
la fusion (hasta un hibrido por cada 50 000 linfocitos humanos). viene a resolver uno de los
problemas fundamentales que limitan en la actualidad la produccion de AcMh, en los experi-
mentos mencionados la proporcion de hibridomas especificos luego de las fusiones fue muy baja.

Esta situacion puede ser resuelta, al menos, por tres vias: 1) mediante el enriquecimiento
de las células precursoras especificas, por métodos de separacion (“panning™, FACS) o cultivo
transitorio (luego de la transformacion con el virus de Epstein-Barr). 2) mediante el uso de
técnicas de inmunizacion in vitro o protocolos de pre-estimulacion in virro, y 3) mediante la
inmunizacion booster de donantes de sangre (si fuera posible para el antigeno en cuestion).

Como nosotros no hemos podido desarrollar una forma efectiva y repetible para la inmuni-
zacion in virro de linfocitos humanos (Jahn ef af., 1987), y tampoco encontramos influencias
beneficiosas de la estimulacion policlonal de los linfocitos sobre los resultados de fusion (Jahn
et al,, 1987a), decidimos ensayar el aspecto 3) para la obtencion de hibridomas con especifi-
cidad antigénica contra la toxina tetdnica (TT).

En algunos estudios de regulacion in vitro nosotros pudimos demostrar una dependencia de
la secrecion de anticuerpos especificos por los linfocitos en cultivo, a diferentes tiempos luego
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de una inmunizacion secundaria (booster) in vivo de donantes (Jahn er al., 1987): cuando los
linfocitos derivados de diferentes voluntarios que no habian sido reinmunizados por al menos
seis meses, se fundieron con la linea CB-F7 solo pudimos encontrar hibridomas secretores de
anticuerpos del tipo IgM, especificos para la TT (tabla 1). Estos donantes producian mayor-
mente anticuerpos IgM de una variada multiespecificidad (reaccionando con autoantigenos y
aloantigenos) y de muy baja afinidad (Jahn er al., 1986), sin capacidad protectora en ratones.

Tabla 1

HIBRIDOMAS HUMANOS PRODUCTORES DE ANTICUERPOS ANTITOXINA TETANICA,
CONSTRUIDOS CON LINFOCITOS HUMANOS TOMADOS DE DONANTES
A DIFERENTES TIEMPOS, LUEGO DEL BOOSTER IN VIVO

Dias después Numero de Pozos
del booster fusiones sembrados lgG IeM alT; a TTM
antes 40 14 080 1013 10 204 0 284
3 4 1 454 210 946 6 60
7 4 1719 376 1328 162 38
14 B 974 124 798 8 24

Nota. uTTG= anticuerpos anti TT del tipo IgG. aT’TM= anticuerpos anti TT del tipo 1gM.
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FIG. 1. Proporciones de hibridomas productores de anticuerpos anti TT de las clases (a) IgG v (b) [gM, en
fusiones realizadas a diferentes tiempos luego del booster in vivo, Abscisa a) tanto por ciento de hibridomas
secretores de anticuerpos especificos anti TT, del tipo I1gG, con respecto a todos los hibridomas secretores de
IgG: abscisa b) tanto por ciento de hibridomas secretores de anticuerpos especificos anti TT, del tipo IgM,
con respecto g todos los hibridomas secretores de IgM. Ordenada; dias después del booster.
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Para definir los principios de formacion de hibridomas productores de IgM e 1gG contra la
TT, nosotros estudiamos cuatro donantes de manera sistematica. La sangre venosa se obtuvo
antes, y 3, 7 o 14 dias después de un booster in vivo. Los linfocitos de sangre periférica sin
separar se hibridizaron con las células CB-F7 en una relacién 4:1, empleando un protocolo
estandar de fusion mediada por polietilenglicol. En el tamizaje de inmunoglobulinas y anticuer-
pos especificos se emplearon sistemas tipo ELISA (Jahn ef al., 1986a).

Tres dias después del booster, solo en una de cuatro fusiones se produjeron hibridomas
secretores de IgG anti TT, mientras que se observo un ligero aumento en los secretores de IgM
{_iligura 1). En cambio, 7 dias después de la reinmunizacion, un gran nimero de los hibridomas
secretores de IgG producian anticuerpos contra la TT. Mas aun, en estas fusiones se encontrd
una disminucion de los anticuerpos especificos tipo IgM. En los experimentos conducidos con
los linfocitos provenientes de donantes sometidos a un booster dos semanas antes, el rendi-
miento de hibridomas productores de [gG anti TT disminuyo.

De estas fusiones se ha obtenido un panel de hibridomas humanos productores de anticuerpos
[gG anti TT, que se ensayan en la actualidad en ratones para su capacidad neutralizante.

Nuestros resultados demuestran que el conocimiento del proceso it vivo luego de la inmuni-
zacién secundaria en el hombre, es de suma importancia para el desarrollo de AcMh. Esta
experiencia realizada en el modelo de la produccion de anticuerpos anti TT serd aplicada a
otros antigenos.
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